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摘  要: 在与 CRISPR/Cas9 基因编辑技术相关的临床应用中，Cas9/sgRNA 的递送是决定基因编辑治疗效果的关

键技术之一。无需转录和翻译过程的 Cas9蛋白/sgRNA复合物直接递送形式可能能够提供更高的特异性和安全性。

文中通过对 Cas9/sgRNA 递送技术的研究现状及其在基因相关疾病治疗中的进展进行简要综述，为新型药物载体

的设计和基因治疗的临床应用提供新思路。 
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Abstract:  In the application of CRISPR genome editing, direct cellular delivery of non-replicable Cas9/sgRNA may reduce 

unwanted gene targeting and integrational mutagenesis, thus offering greater specificity and safety. Cas9/sgRNA delivery 

system holds great potential for treating genetic diseases. This review summarizes the advances of Cas9/sgRNA delivery 

systems and its therapeutic applications, providing new understandings and inspirations for vector design and future clinical 

applications. 
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Cas9 蛋白和单一的向导 RNA (Single guide 

RNA， sgRNA) 是近年来出现的颠覆性生物技  

术 —— 规律成簇间隔的短回文重复  (Clustered 

regularly interspersed short palindromic repeats ，

CRISPR)/Cas9 基因编辑中最关键的两个生物大分

子，Cas9 蛋白和 sgRNA 组成的复合物能够对基

因进行手术刀般的精确切割。与递呈病毒等需要

在胞内转录、翻译基因的方法相比，直接递呈

Cas9/sgRNA 复合物，可以实现对基因编辑系统胞

内含量和作用时间的定量调控，减少外源 DNA

整合突变以及基因持续表达导致的脱靶风险，增

强基因编辑的特异性和安全性。然而，与其他蛋

白类或 RNA 类生物大分子相似，Cas9/sgRNA 胞

内稳定性差，将其递送至细胞核发挥功能是一项

巨大挑战。本文主要阐述了各 Cas9/sgRNA 递送

系统的材料结构、生物学特点以及应用进展，并

在此基础上展望了递呈载体的研究前景，为基因

编辑系统向临床上发展和应用提供基础。 

1  Cas9/sgRNA 递送技术的研究价值 

1.1  CRISPR/Cas9 基因编辑系统 

为了保护自身免受外源遗传物质 (如噬菌体、

质粒) 的侵袭，细菌和古细菌进化出了一种 RNA

分子介导的获得性免疫系统，称为 CRISPR[1]。

2013 年，研究者利用化脓性链球菌的 Cas9 蛋白

首次在哺乳动物细胞中实现了 RNA 引导下的精

确靶向和基因组序列修饰，为 CRISPR/Cas9 作为

一种广泛应用的基因组编辑工具奠定了基础[2-3]。

此外，研究者还确定了优化后的 RNA 结构，

sgRNA 使基因编辑系统的设计变得更简单 [4]。

近年来，CRISPR/Cas9 技术的开发及其易用性极

大地促进了基因组工程的发展，正在成为生物

医学研究、药物发现、基因治疗等领域的宝贵

工具。在实验室水平上，这项技术的实施很简

单，仅仅需要设计与靶序列互补的 20–30 bp 长度

的 sgRNA[5]。 

1.2  CRISPR/Cas9 临床应用的潜在隐患 

CRISPR/Cas9 系统在临床应用中可能存在的

隐患包括其固有脱靶效应以及基因递呈方式所带

来的风险。已有报道证实 CRISPR/Cas9 系统在人

细胞系内会导致脱靶效应[6-8]。对于生物研究和临

床应用来说，意外的编辑可能会引起不必要的突

变和潜在的毒性[9]，导致癌症或其他难以预知的

危害。目前 CRISPR/Cas9 系统的递呈主要以递送

编码基因的 DNA 序列来实现，即以重组病毒为

载体或以质粒的形式递送[2-3,10-12]。外源 DNA 的

引入易引发基因组的永久性重组，造成对内源基

因的潜在破坏，从而加剧了临床使用的安全隐患。

此外，模板驱动的基因表达形式导致 CRISPR/Cas9

系统在细胞内持续表达，延长了与非特异位点的

相互作用时间，可能导致脱靶效应的增强 [7,13]。

因此，CRISPR/Cas9 基因编辑技术广泛应用的关

键之一在于需要安全有效的递送方法。 

1.3  直接递送 Cas9/sgRNA 复合物的优势 

有限剂量的 Cas9/sgRNA 复合物短暂作用于

基因组 DNA 就可以提供充分的临床效益[14]。原

则上，Cas9 蛋白可以被 Cas9 mRNA 替代，近期我

国学者自主开发的类病毒体 (Virus-like particle，

VLP) 递送 Cas9 mRNA实现了安全高效的体内基

因编辑[15]。但 mRNA 极易受到核酸酶的降解，而

Cas9/sgRNA 为相对稳定的自组装复合物；且转染

前很难检测 Cas9 mRNA 的功能，而 Cas9 蛋白的

活性则比较容易在体外测试。因此，Cas9/sgRNA

的递送成为 CRISPR 基因编辑技术向临床应用发

展的一个重大突破方向。 

目前已经发展了一些应用在 Cas9/sgRNA 复

合物上的递送技术。除了物理方法外，大多依靠

载体材料上的正电荷或局部正电结构，将载体黏

合到带负电荷的细胞膜来实现 Cas9/sgRNA 复合

物的跨膜传递。这些技术与质粒或病毒的递呈相

比，具有非常独特的优势，具体体现在以下几个

方面：由于递呈时避免了转录过程，可以更精确
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地控制给药时间，降低了脱靶效应；蛋白质和

RNA 不能被整合到基因组中，减少了诱发癌症的

风险；由于合成材料的免疫原性通常较低，有潜

力通过多剂量或反复给药提高疗效。表 1 总结了

近年来文献报道的基于 Cas9/sgRNA 递送的方法

或载体，包括显微注射、电转、细胞穿透肽、脂

质体、高分子、石墨烯和金颗粒等新型纳米合成

材料等。 
 

表 1  Cas9/sgRNA 复合物的递送策略及其应用 
Table 1  Cas9/sgRNA delivery strategies and applications 

Delivery forms Common components Delivery mechanisms Applications References

Microinjection  Mechanical force Gonads and embryos of animals [16-17] 

Electroporation  Mechanical force Human stem cells and primary 
cells 

[18-24] 

Cell-penetrating 
peptide 

Arginine Positive charge Human stem cells and primary 
cells, mouse brain 

[25-26] 

Lipid Lipid bilayer Positive charge, 
membrane fusion 

Only cell lines [27-28] 

DNA nanoclew Palindromic sequences, 
polyethyleneimine 

Positive charge, 
complementary base 
pairing 

Only cell lines [29] 

Gold nanoparticle 
derivative 

Arginine, cationic polymer Positive charge, 
complementary base 
pairing 

Human stem cells and primary 
cells, mouse muscle 

[30-31] 

Graphene derivative Graphene oxide, polyethylene 
glycol, polyethyleneimine 

Positive charge, 
-stacking interaction 

Only cell lines [32] 

Metal-organic 
framework and lipid 

Imidazole-2-carboxaldehyde, 
Zn2+, Lipofectamine 2000 

 Only cell lines [33] 

Dendritic polymer G5 PAMAM, phenylboronic 
acid 

Positive charge, 
cation- interaction, 
nitrogen-boronate 
complexation 

Only cell lines [34] 

Nanocapsule 
polymer 

Imidazole, 
N,N’-bis(acryloyl)cystamine, 
polyethylene glycol 

Positive charge, 
targeting ligand 

Human stem cells, mouse retina 
and muscle 

[35] 

 
 
 

2  物理方法 

物理方法主要包括显微注射和电转，利用设

备将 Cas9/sgRNA 复合物直接递呈至细胞质或细

胞核，能够迅速切割靶向 DNA，且能在细胞中快

速降解。物理方法能够广泛应用于不同的细胞类

型。例如对于难转染的原代 T 细胞来说，目前只

有电转被报道用于 Cas9/sgRNA 的递送和基因编

辑功能的实现[21-24]。 

Cho 等[16]与 Sung 等[17]分别将 Cas9/sgRNA 复

合物显微注射到秀丽隐杆线虫的性腺以及斑马鱼

和小鼠的胚胎中，在新生动物中成功检测到了基

因敲除。Kim 等[18]通过电转的方式将 Cas9/sgRNA 

递呈至人红白血病细胞系  (K562)，通过改变

sgRNA 靶向不同的位点，分别获得从 16%至 72%

的编辑效率，平均效率为 44%。电转 Cas9/sgRNA

至难用其他方式转染的人成纤维细胞和多能干细

胞中，也能分别得到 19%和 23%的基因编辑效率。

Lin 等[19]利用电转进一步将 Cas9/sgRNA 和同源

定向修复 (Homology-directed repair，HDR) 模板

DNA 转入人胚肾细胞系 (HEK293T)、成纤维细

胞和多能干细胞中。他们发现，通过化学抑制剂

使细胞周期同步，且加上 Cas9/sgRNA 的定时递

送可以最大程度地提高 HDR 效率 (在 HEK293T

细胞系中为 33%)，远比未经过细胞周期同步处理

的细胞的 HDR 效率高；成纤维细胞和多能干细胞
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在经过细胞周期同步处理后得到 HDR 的效率分

别为 1.3%和 2%，而未经过这一处理时检测不到

HDR 介导的 DNA 修复。Schumann 等[20]通过电转

将 Cas9/sgRNA 递呈至原代 T 细胞，成功实现了

近 40%的基因编辑效率；进一步引入 HDR 模板，

产生了高达 20%的基因敲入效率。这些研究为

CRISPR/Cas9 技术在人原代 T 细胞中的基因组工

程治疗应用奠定了基础。 

但基于机械作用的这些物理方法具有较大的

细胞毒性且需要特定的设备，对于体内治疗来说

通常是不实际的。 

3  传统递送载体 

细胞穿透肽 (Cell-penetrating peptide，CPP)

和脂质体是最传统的两种药物递送载体，均呈阳

离子属性，可通过静电相互作用与细胞膜融合并内

吞入胞。前者本质上是由氨基酸组成的多肽，常用

于递送融合蛋白；而后者具有与细胞膜类似的脂质

双分子层结构，常用于递送核酸。生物相关的组成

结构使得两种载体对细胞和机体的毒性较小。有研

究人员利用这两种载体进行了 Cas9/sgRNA 复合物

的递呈探索。 

3.1  细胞穿透肽 

Park 等[25]将 Cas9 和 sgRNA 负载到富含精氨

酸 (Arginine，R) 和亮氨酸 (Leucine，L) 的两亲

性多肽 R7L10 自组装形成的胶束状纳米材料中，

将得到的纳米复合物注射到成年活体小鼠脑内，

成功在其体内神经元中实现了 45%的 Bace1 基因

靶向敲除，缓解了阿尔茨海默病小鼠模型的 β 淀

粉样蛋白相关的病理和认知缺陷，且并未产生脱

靶效应，也没有提高基因组突变率。这种 CPP 载

体结合机械注射的方法有望成为治疗神经系统疾

病的一种新策略。 

Ramakrishna 等[26]设计了两种富含精氨酸、亮

氨酸和甘氨酸 (Glycine，G) 的 CPP。其中一种 CPP

的一端连接有马来酰亚胺基团，通过基因改构，

使 Cas9 蛋白的 C 端增加一个半胱氨酸 (Cysteine，

C) 残基，半胱氨酸中的巯基与 CPP 中的马来酰

亚胺基可在中性 pH 环境下特异性共价结合，形

成稳定的硫醚键。由于 CPP 富含带正电的精氨

酸，可使与其通过硫醚键偶联的 Cas9 也带上正电

荷；另一 CPP 可直接通过静电相互作用使 sgRNA

缩合成带正电荷的粒子。CPP 的引入使 Cas9 和

sgRNA 两个大分子分别形成正电纳米粒子，从而

实现 Cas9 和 sgRNA 在多种人细胞系的直接递送，

并发挥有效的基因编辑功能。 

但由于胞吞机制的限制，CPP 进入细胞后易

陷入内体 (Endosome) 而被蛋白酶消化，使得这

一体系在 HEK293T 细胞系递送一次产生的基因

编辑效率仅为 10%，3 次递呈可将基因编辑效率

提高至 20%以上。此外，基于 CPP 的递送效率易

受细胞的类型和状态影响。在宫颈癌细胞系 

(Hela)、人类胚胎癌细胞系 (NCCIT)、原代细胞

如人皮肤成纤维细胞和人胚胎细胞干细胞中，经

过 3 次递呈后基因编辑效率仅分别为 5.5%、2.7%、

8.4%和 2.3%。因此，这种效率较低的递送方法并

不适合于广泛应用。 

3.2  脂质体 

Zuris 等[27]利用商业化脂质体 RNAiMAX 和

Lipofectamine 2000 实现了 Cas9/sgRNA 在细胞内

的高效递送。其中，以 Lipofectamine 2000 为载体

递送Cas9/sgRNA时，人骨肉瘤细胞系 (U2OS) 中

的基因敲除效率高达 80%。此外，递送 Cas9 与多

条 sgRNA 的混合物可实现多重基因组编辑。而递

送 Cas9/sgRNA 和 HDR 模板的混合物时，基因组

修饰效率达到 11%。为了研究类脂的化学结构和

活性的关系，Wang 等[28]分别将 12 种不同的一级

或二级胺与具有二硫键和 14 个碳的疏水尾的丙

烯酸酯进行迈克尔加成反应，合成了 12 种阳离子

生物可还原类脂。其中，以 N-(3-氨丙基) 二乙醇

胺为反应物合成的类脂 8-O14B 与 Cas9/sgRNA 形

成的纳米复合物能在 HEK 细胞内介导 70%的基
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因敲除效率。类脂为载体时的递送效率高于

Lipofectamine 2000，这源于二硫键的整合设计

能够促进纳米复合物在胞内还原环境中的内体

逃逸。 

虽然脂质体具有一定的转染能力，但其递呈

效率高度依赖于细胞类型且常受到血清的抑制作

用[36]。体内治疗时，脂质体与血浆组分接触无疑

会影响其对靶细胞的作用，而人工合成的新型纳

米材料有潜力克服这些问题。近期，已有研究者

使用高分子、石墨烯、金颗粒等新型合成材料实

现了 Cas9/sgRNA 复合物的递呈。 

4  新型合成材料载体 

4.1  DNA 纳米笼 

Sun 等[29]受到单链 DNA 与 sgRNA 碱基互补

配对能产生可逆的强相互作用的启发，利用滚环

扩增技术 (Rolling circle amplification，RCA) 合成

了与 sgRNA部分互补的DNA纳米笼 (Nanoclews，

NCs)，并在 RCA 的模板 DNA 中设计有能够驱动

自组装的回文序列。通过基于碱基互补的氢键作用

力将 Cas9/sgRNA 复合物负载至 DNA NCs，又应

用阳离子聚合物聚乙烯亚胺 (Polyethyleneimine，

PEI) 对体系进行涂层。PEI 易质子化，能将

Cas9/sgRNA/NC 缩合成尺寸约 56 nm 的带正电纳

米粒子，可黏合至带负电的细胞表面。共组装的

纳米粒子通过胞吞进入细胞后，又能从内体中逃

逸并释放到细胞质中，最终实现靶向的基因编辑。

经研究发现，与 0 或 23 个碱基互补时相比，用来

滚环扩增的模板 DNA 与 sgRNA 有 12 个碱基互补

时，Cas9/sgRNA/NC-12/PEI 实现的基因编辑效率

最高 (在 U2OS 细胞系中达到 28%)，这一结果可

能与 Cas9/sgRNA 复合物与 DNA NCs 的结合和释

放达到了平衡有关。 

4.2  金纳米颗粒衍生物 

Mout 等[30]在小分子表面修饰金纳米颗粒的

多年研究基础上[37-39]，设计出了一种将 Cas9/sgRNA

复合物跨膜运输至多种细胞实现基因编辑的新策

略。这种策略对 Cas9 以及金纳米颗粒进行了精细

的共设计，在 Cas9 的 N 端插入谷氨酸 (Glutamic 

acid，E) 标签 (E-tag)，通过调节 E-tag 的长度 

(0–20)，使修饰后的 Cas9En 具有带电量可控的局

部负电荷，能够与带正电荷的精氨酸金纳米颗粒 

(Arginine gold nanoparticles，ArgNPs) 相互作用形

成球状的纳米组装体。纳米组装体能够负载 Cas9En

和 sgRNA，与细胞膜融合后，将 Cas9En/sgRNA 直

接释放到细胞质而不被细胞器所捕获。这一跨膜

运输机制在 Hela 细胞系中实现了 90%的递送效

率，基因编辑效率为 30%。随着 E-tag 长度的增

加，纳米组装体尺寸增大，Cas9E15 和 Cas9E20 形

成的组装体尺寸能达到 400–500 nm，且递呈效果

最好。但这一方法的限制在于需要对 Cas9 进行改

构，使用的便利性降低。 

Lee 等[31]由金纳米颗粒出发设计了一种新的

载体，命名为 CRISPR-Gold，可以将 Cas9/sgRNA

和 HDR 供体 DNA 成功递送到多种难转染的原代

细 胞 和 干 细 胞 中 ， HDR 效 率 在 3%–4% 。

CRISPR-Gold 还能在活体小鼠肌肉组织中有效地

诱导 HDR，校正了小鼠中 5.4%的肌营养不良蛋

白基因，约为直接用 Cas9/sgRNA 和供体 DNA 治

疗效果的 18 倍。CRISPR-Gold 由硫醇修饰的单链

DNA (5′ thiol modified single-stranded DNA，

DNA-SH) 和金纳米颗粒  (Gold nanoparticles，

GNP) 偶联而成。DNA-SH 可以与供体 DNA 通过

碱基互补配对结合，随后与 Cas9/sgRNA 以及具

有内体破坏性的阳离子高分子聚  (N-(N-(2-氨基

乙基 )-2- 氨基乙基 ) 天冬酰胺  (poly(N-(N-(2- 

aminoethyl)-2-aminoethyl)aspartamide)，PAsp(DET))

复合。进入细胞后，CRISPR-Gold 上的 PAsp(DET)

引发内体破裂并使 CRISPR-Gold 释放到细胞质

中。重要的是，细胞质中还原性的谷胱甘肽 

(Glutathione，GSH) 可使硫醇键断裂，DNA 从

CRISPR-Gold 的金核中解离，从而导致 Cas9/sgRNA

和供体 DNA 的释放。 
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4.3  石墨烯衍生物 

Yue 等[32]对氧化石墨烯 (Graphene oxide，GO)

进行修饰设计了一种新的 Cas9/sgRNA 递送载体，

在人胃腺癌细胞系 (AGS) 实现了 39%的基因编

辑效率。该组利用氧化石墨烯上随机分布的羟基

与氯乙酸在碱性条件下发生反应，生成-取代羧

基，从而使氧化石墨烯表面产生较多的羧基；然后

在缩合剂 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐

酸盐  (1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 

hydrochloride ， EDC) 的 存 在 下 与 聚 乙 二 醇 

(Polyethylene glycol，PEG) 和 PEI 中的氨基偶联

成酰胺，得到 GO-PEG-PEI 载体。在这一载体中，

作为负载基体的 GO 是新型二维纳米材料石墨烯

的衍生物，毒性较低，且巨大的比表面积使其负

载量极高；作为一种生物相容性和稳定性良好的

材料，GO 早已成功运用在一些功能性蛋白的递

呈和可控释放上[40]。PEG 的修饰能够进一步增强

GO 的生物相容性和胶体的稳定性，再经过带正

电的 PEI 修饰后，GO-PEG-PEI 能够与带负电的

sgRNA 静电结合，且石墨烯平面本身能与 Cas9

中的芳香族氨基酸产生-堆积作用，从而形成稳

定的 GO-PEG-PEI/Cas9/sgRNA 复合物，对极易降

解的 RNA 具有一定的保护作用。形成的复合物可

通过内吞作用进入细胞，然后基于 PEI 的质子海

绵效应从内体中释放。 

4.4  金属-有机骨架材料 

Yang 等[33]基于金属-有机骨架 (Metal-organic 

framework，MOF) 材料的思路，设计了一种三磷酸

腺苷 (Adenosine triphophate，ATP) 响应型的纳米级

沸石咪唑骨架-90 (Zeolitic imidazole framework-90，

ZIF-90) 作为 Cas9 递送的平台。咪唑-2-甲醛和

Zn2+与 Cas9 反应自组装形成的 ZIF-90/Cas9 纳

米颗粒有效地封装了 Cas9。自组装纳米颗粒进

入细胞后，由于生理环境中存在的 ATP 与 ZIF-90

中的 Zn2+之间存在竞争性配位，纳米颗粒被降

解，触发 Cas9 的释放；而 sgRNA 则另外通过

Lipofectamine 2000 递送。这一递送体系在 Hela

细胞系中的基因编辑效率为 35%。鉴于疾病细胞

中 ATP 通常会上调，ATP 响应型的递送方法将可

能为 CRISPR/Cas9 靶向治疗开辟新的机会。 

4.5  纳米聚合物 

Liu 等[34]报道了一种富含苯硼酸的树枝状高

分子纳米载体 (P4)，能够同时结合阴离子和阳离

子基团形成稳定的复合物，在递送各种大小和等

电点的蛋白质时均取得了极高的效率。P4 的合成

以商品化的 G5 PAMAM 为骨架内核，后者是一种

接枝率极高的树枝状大分子，与 4-(溴甲基) 苯硼

酸 (4-(bromomethyl)phenylboronic acid，PBA) 反

应可引入大量苯硼酸基团。PBA 中的芳香环可以

通过阳离子-π 相互作用与蛋白质上的胍基或铵基

结合；另一方面，蛋白质上的阴离子羧酸盐可以

通过离子相互作用与 G5 PAMAM 骨架上的阳离子

氨基结合；此外，PBA 中的缺电子硼能通过氮-硼

配位与蛋白质表面的氨基、咪唑等结合。正是由于

这 3 种高亲和力的存在，P4 作为 Cas9/sgRNA 递

送载体在 HEK293T 细胞系中实现了 40%的基因

编辑效率。在该课题组关于树枝状大分子合理化

设计的前期研究[41]中，还证明了苯基是促进膜融

合的官能团，有利于复合物的内体逃逸，这也为

设计 P4 时引入苯硼酸奠定了基础。 

Chen 等[35]在 Cas9/sgRNA 复合物表面引入阳

离子单体、阴离子单体、含咪唑的单体、N,N’-双 

(丙烯酰)胱胺 (N,N’-bis(acryloyl)cystamine，BAC) 

交联剂以及与配体偶联的 PEG，并引发原位自由

基聚合反应，制备了包裹着 Cas9/sgRNA 的可生

物降解的共价交联聚合物，称之为纳米胶囊 

(Nanocapsule，NC)。其中，阳离子和阴离子单体

混合物通过静电相互作用吸附在 Cas9/sgRNA 周

围，其他分子通过氢键和范德华力被吸引到

Cas9/sgRNA 表面。NC 的设计性体现在以下多个

方面：咪唑的质子海绵效应可促进内体逃逸；由

于 BAC 交联剂能在富含 GSH 的环境中降解，胞
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质中存在的 GSH 可降解聚合物薄层结构，从而使

Cas9/sgRNA 释放到胞质中；外部水溶性的 PEG

壳可增加偶联部分的灵活设计性，可选择偶联靶

向配体、CPP 或成像探针等。NC 能够在 HEK293

细胞系中实现 79%的基因编辑效率，且在快速冷

冻干燥处理后也能保持 90%的生物学功能，从而

允许长期储存和运输。对于难转染的胚胎干细胞，

用 CPP 与 NC 偶联可以显著增强 NC 的细胞摄取

水平，实现 7%的基因编辑效率，比未偶联 NC 的

编辑效率高 3 倍。另外，该组还评估了 NC 在小

鼠视网膜色素上皮和肌肉的局部给药效果，发现

也产生了一定的基因编辑。综合来看，NC 最大的

优势在于可简便地在结构里引入其他功能分子，实

现在众多细胞系或组织中的基因编辑。但这一方法

在面临多个靶基因时需要对每个 Cas9/sgRNA 复合

物单独修饰，因此在应用至不同靶基因时具有  

一定的局限性。图 1 展示了以上几类递呈工具的

结构特点。 

笔者课题组 (数据尚未发表) 通过在载体蛋

白表面原位引发单体聚合，合成了一种新型可降

解纳米颗粒。其独特的化学结构使其可负载大量

的 Cas9/sgRNA，且能有效进入细胞，并在进入

细胞后发生表面阳离子基团的自降解反应，导致

Cas9/sgRNA 释放，最终实现高效的基因编辑。 

 

 
 
图 1  Cas9/sgRNA 复合物的递送工具 
Fig. 1  Cas9/sgRNA cargo delivery tools. 
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这种方法其材料制备路线简单、绿色且生物相容

性良好。我们已经利用这种新型 Cas9/sgRNA 递

送系统成功在原代 T 细胞上实现了基因敲除，并

且这一系统可以作为一种通用的平台，面向不同

细胞、递送靶向不同基因的 Cas9/sgRNA 复合物，

具有较为广阔的应用前景。 

5  总结与展望 

截至 2021 年 2 月，在 ClinicalTrials.gov 网站

注册使用 CRISPR/Cas9 系统的人体临床试验已有

30 余项，无论是实验室体外编辑细胞再输回患者

体内，还是直接递送基因编辑系统到患者体内原

位编辑，病毒和质粒仍是最主要的递送形式[42-43]。

Cas9/sgRNA 的直接递呈尚未应用至人的临床疾

病治疗中，主要是由于 Cas9/sgRNA 递送技术发

展相对滞后，且应用上还存在一些限制：1) 体内

递送和编辑效率低是其临床转化的主要障碍；   

2) RNA 在血清中的不稳定性和免疫原性导致其递

送具有挑战性[44]；3) 载体可能产生不可预知的毒

性，如金纳米颗粒可在肝脏和脾脏内积聚较长时

间并在多条通路上改变基因表达模式[15,45]；4) 用

于临床的载体需要稳定制造工艺路线并进行产量

优化。 

CRISPR 技术的奠基人、诺奖得主 Jennifer A. 

Doudna 提到“递送可能是体细胞基因编辑治疗最

大的瓶颈”[46]。体内基因编辑治疗的临床应用领域

期待着递送技术的突破，而直接递呈 Cas9/sgRNA，

由于其在安全性上颇具临床应用前景，近年来受

到广泛关注，并发展了多种各具特色的递送系统。

Cas9/sgRNA 的递呈效率主要受限于 Cas9/sgRNA

与细胞膜融合性差以及 Cas9/sgRNA 易受蛋白酶

和核酸酶干扰两个方面，这也是各个递送系统需

要解决的共性问题。传统的电转、显微注射等物

理方法和细胞穿透肽、脂质体等载体，在体外模

型中都取得了一定的效果，但是体内应用受限较

大。新型纳米材料可能是本研究领域的前景所在，

但相关的研究仍较少，且常存在合成方法较为复

杂等缺点。总的来看，设计递送载体应考虑多重因

素，包括表面电荷、稳定性、高负载和可释放等，

以实现蛋白和 RNA 的共负载、高效的细胞内吞、

内体逃逸以及细胞核递送，从而实现高效而安全的

基因组编辑，并进一步向临床治疗应用发展。 
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